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autora o0 samodzielnym napisaniu rozprawy doktorskiej

Ja, nizej podpisana Natalie Grzesch wuczestniczka Studidow Doktoranckich
w Pomorskim Uniwersytecie Medycznym w Szczecinie niniejszym przedktadam moja
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receptora interleukiny 6 z predyspozycig do bliznowca” oraz o$wiadczam, ze
przedktadang rozprawe doktorska napisalam samodzielnie. Oznacza to, ze przy pisaniu
pracy poza niezbednymi konsultacjami nie korzystalam z pomocy innych osob, a w
szczegblnosci nie zlecitam opracowania rozprawy lub jej cze$ci innym osobom, ani nie
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autorskim i prawach pokrewnych (tekst jednolity z dnia 17 maja 2006 r. Dz. U. nr 90,

poz. 631) rowniez w inny sposob.
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STOSOWANE SYMBOLE I SKROTY

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

ECM - macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

GAG - glikozaminoglikany (ang. Glycosaminoglycans)

gp130 - glikoproteina o masie czasteczkowej 130 kDa (ang. glycoprotein 130)
GWAS - badania asocjacyjne catego genomu (ang. Genome-Wide Association Study)
IL-6 - interleukina 6 (ang. interleukin-6)

IL-6R - receptor dla interleukiny 6 (ang. interleukin-6 receptor)

IUGR - wewnagtrzmaciczne zahamowanie wzrostu ptodu (ang. intrauterine growth
retardation)

LD - nierownowaga sprz¢zen (ang. linkage disequilibrium)

LPS - lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

PCR - fancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

pz - para zasad (ang. base pair, bp)

SIL6R - rozpuszczalny receptor dla interleukiny 6 (ang. soluble human IL-6 receptor)

TGF-p - transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth factor f3)
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1. Wstep

Bliznowiec (ang. keloid) jest tagodnym, miejscowo agresywnym, fibroproliferacyjnym
przerostem blizny, klasyfikowanym jako tagodny nowotwor skory, przekraczajacym jej
granic¢ z zaj¢ciem zdrowej skory. W przeciwienstwie do blizn przerostowych, ktore z
reguty nie przerastajg granic blizny 1 wykazuja tendencj¢ do samoistnego ustgpowania,
bliznowiec moze przerastac jej granice, a samoistne cofanie si¢ zmian jest obserwowane
rzadko [1].

Pierwszy opis bliznowca (lub blizny przerostowej) zawarty zostal w tzw. papirusie
Smitha sprzed ok. 3600-3700 lat. Jak twierdzi David Isaacs w 1862 roku Amerykanin
Edwin Smith zakupil ten starozytny papirus w Luksorze od pewnego handlarza o
imieniu Mustafa. W 1930 roku papirus trafit do Nowojorskiego Towarzystwa
Historycznego, ktore zlecito jego ttumaczenie. Okazalo si¢ wtedy, ze papirus Smitha
jest najstarszym znanym ludzkos$ci traktatem chirurgicznym. Przypuszcza sig, ze traktat
ten jest prawdopodobnie plagiatem o tysigc lat starszego dzieta przypisywanego
Imhotepowi, wielkiemu lekarzowi staroegipskiemu [2]. Autor traktatu z doktadnoscia
kliniczng bliska medycynie wspdlczesnej opisat przypadki 48 pacjentow,
prawdopodobnie Zolnierzy, z réznego typu ranami, urazami, ztamaniami i guzami.
Przypadek 45 dotyczy megzczyzny z wypuklymi guzami na piersi, ktore sa ,,bardzo
chtodne, nie ma w nich zadnej goraczki, gdy dotyka je reka; nie maja ziarnisto$ci, nie
tworza ptynu, nie wytwarzaja wydzieliny 1 wybrzuszaja si¢”. Autor opisu wspomina
rowniez o ,wystepowaniu na piersi duzych zgrubien rozprzestrzeniajacych si¢ i
twardych; dotykanie ich jest jak dotykanie pomarszczonego kulistego owocu, ktory jest
twardy 1 chtodny” [3]. Keloid, nazwa bliznowca w jezyku angielskim, cho¢ niekiedy
stosowana rowniez w jezyku polskim, pochodzi od terminu cheloide bedacego

ztozeniem dwoch greckich stow: chele (szczypce kraba) i oid (podobny). Termin



cheloide po raz pierwszy zostal zastosowany w 1790 roku przez francuskiego lekarza

Noéla Retza, a opisany w 1816 roku przez Jeana Louisa Aliberta [4-6].

1.1. Patogeneza keloidu

Jak dotad etiologia bliznowcéw 1 patomechanizm ich powstawania nie zostaty do
konca poznane [7]. Wskazuje si¢, ze formowanie bliznowca jest ztozonym procesem
zaleznym od wielu czynnikéw, a wérdd czynnikoéw ryzyka jego powstania wymienia si¢
m.in. zakazenie rany, stan napi¢cia skory, rase, zaburzenia czynno$ci uktadu
immunologicznego oraz podatno$¢ genetyczng. Bliznowiec moze wystgpowaé zar6wno
u kobiet, jak 1 mezczyzn, a grupe podwyzszonego ryzyka jego pojawienia si¢ stanowig
cigzarne oraz nastolatkowie 1 tzw. mtodzi dorosli. Wystepowanie bliznowca dotyczy
rowniez wszystkich gtdéwnych grup etnicznych, najczesciej jednak jest on stwierdzany u
0so0b pochodzacych z Afryki lub ktorych przodkowie pochodzili z Afryki (np. u Afro-
Amerykanéw) oraz oso6b pochodzacych z Azj [1,8-12]. U o0s6b z ciemnym
zabarwieniem skory bliznowiec jest wykrywany ok. 4-16-krotnie czgéciej niz u
przedstawicieli rasy kaukaskiej [1,9,10,13,14]. Nalezy tez podkresli¢, ze nie
potwierdzono, jak dotad, przypadkow bliznowca u albinoséw [15].

Macierz zewnatrzkomoérkowa (ang. Extracellular Matrix, ECM) odgrywa istotng
role w fizjologii skory oraz w procesie jej regeneracji. Kluczowymi komoérkami tkanki
bliznowatej sa fibroblasty, odpowiedzialne za synteze¢ kolagenu. Do tworzenia si¢
bliznowca prowadzi zaburzenie (wydluzenie) fazy fibroblastycznej procesu
prawidtowego gojenia si¢ ran [16]. Wydtuzenie tej drugiej fazy procesu gojenia zaburza
rownowage pomiedzy wytwarzaniem, rozpadem 1 przebudowa macierzy
zewnatrzkomoérkowej. Procesy te charakteryzuja si¢ zmniejszeniem proliferacji
komorek i nasileniem apoptozy komorek $rodblonka, miofibroblastéw i makrofagow

oraz zastgpowaniem kolagenu typu III przez kolagen typu I a glikozaminoglikanow



(GAG) przez proteoglikany [17]. Andrews zwrdcit uwagg, ze formujgcy si¢ bliznowiec
charakteryzuje  si¢  zwloknieniem  spowodowanym  nadmiarem  macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz nieprawidlowa proliferacjg fibroblastow obecnych w tej
zmianie (tzw. fibroblasty ,keloidowe”) [18]. W poréwnaniu do prawidlowych
fibroblastow, fibroblasty ,.keloidowe” wykazujg ponad czterokrotnie wicksze nasilenie
syntezy fibronektyny i ok. 20-krotne zwickszenie syntezy kolagenu, a takze
zwigkszenie stezenia izoformy beta-1 (TGF-B1) i izoformy beta-2 (TGF-f2)
transformujgcego czynnika wzrostu (ang. Transforming Growth Factor) [19-21].

Oprécz pobudzenia szlaku TGF-B/SMADs [22-26] istotng rolg¢ w patogenezie
bliznowca odgrywa takze nadmierna aktywacja transdukcji sygnatu zaleznego od
interleukiny 6 [19]. Interleukina 6 (IL6) jest bowiem jedng z glownych cytokin
bioragcych udziat w odpowiedzi immunologicznej na uraz skory [27]. W transdukcji
sygnatu interleukiny 6 do wnetrza komorki niezbedny jest udziat dwoch czasteczek tj.
podjednostki o (podjednostka wigzgca ligand) o masie 80 kDa bedacej whasciwym
receptorem dla tej cytokiny (IL6R) i podjednostki B (podjednostka transdukcji sygnatu)
bedace] glikoproteing o masie 130 kDa (gp130). Ligand jakim jest interleukina 6
najpierw laczy si¢ z IL6R 1 dopiero po zwigzaniu z nim taczy si¢ z gp130, tworzac
stabilny kompleks, ktéry po homodimeryzacji staje si¢ zdolny do przekazywania
sygnatu [28-29]. W roku 2005 Tosa i wsp. odkryli, ze ekspresja IL6 (zarowno jako
MRNA, jak 1 biatka) w fibroblastach pochodzacych z bliznowcow jest wigksza w
porownaniu do jej ekspresji w prawidtowych fibroblastach skéry [30]. Zwigkszenie
wytwarzania IL6 przez fibroblasty zostalo réwniez powigzane z nadmiernym
wloknieniem wystepujagcym w takich chorobach, jak m.in. twardzina skory,

reumatoidalne zapalenie stawow lub zwloknienie sSrodmigzszowe ptuc [31-33].
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1.2. Czynniki genetyczne w patogenezie bliznowca

Liczne dowody wskazuja, ze w patogenezie bliznowca istotng role odgrywaja
czynniki  genetyczne.  Opréocz ~ wspomnianego  powyzej  zréznicowanego
rozpowszechnienia choroby w poszczegolnych grupach etnicznych [35], najwazniejsze
z dowodoéw wskazujacych na genetyczng podatno$¢ do tworzenia si¢ bliznowca to:
rodzinne wystepowanie tych zmian i identyfikacja loci chromosomalnych sprzezonych
z bliznowcem w niektorych rodzinach (tabela 1) oraz identyfikacja polimorfizmow
genetycznych predysponujacych do rozwoju bliznowca w badaniach asocjacyjnych
catego genomu (GWAS, Genome-Wide Association Studies) (tabela 2) lub w badaniach
asocjacyjnych zogniskowanych na poszczegolnych genach kandydatach (ang. candidate
genes) (tabela 3a i 3b). Dodatkowymi argumentami potwierdzajacymi rolg czynnikow
dziedzicznych w patogenezie tej choroby jest: wieksza niz w populacji ogdlnej czestosé
niektorych alleli genow uktadu HLA u os6b dotknietych bliznowcem [36-40] oraz
czestsze niz w populacji ogdlnej wystepowanie bliznowca w niektorych chorobach
jednogenowych (monogenowych) m.in. w zespole Ehlersa-Danlosa [1,41-43], zespole
Goeminne [41,44], zespole Rubinsteina-Taybiego [41,45] oraz w zespole Touraine’a-

Solente’a-Gole’a [46].
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Tabela 1. Loci chromosomalne sprze¢zone z bliznowcem

Locus Gen Populacja/grupa etniczna  PiSmiennictwo
2023 TNFAIP6 Japonczycy [47]
7pll EGFR Afro-Amerykanie [47]
7pll - Chinczycy [48]
10g23.31 - Chinczycy [49]
15¢022.31-023 - Chinczycy [50]
1821.1 PIAS2  Chinczycy [50]
SMAD2
SMAD4

SMAD7



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087002416300752#bib19
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087002416300752#bib19
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087002416300752#bib11
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087002416300752#bib12
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087002416300752#bib29
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087002416300752#bib29

Tabela 2. Polimorfizmy genetyczne predyspozycji do bliznowca zidentyfikowane w

badaniach asocjacyjnych catego genomu (GWAS)

Polimorfizm Gen Populacja/grupa etniczna ~ PisSmiennictwo
(pozycja)

rs192314256 PHLDAS3 Europejczycy, Azjaci [51]
(1:201468602) Azjaci [52]
rs10863683 LINC01705 Azjaci [52]
(1:222077747)

rs11293015 LINCO01705, Europejczycy, Azjaci [51]
(1:222094101)  QRSL1P2

rs873549 LINC01705 Azjaci [53]
(1:222098425)

rs2378519 LINC01705 Azjaci [52]
(1:222100526)

rs74983791 U3, GPC1 Europejczycy, Azjaci [51]
(2:240345715)

rs1511412 PRR23A, FOXL2NB  Azjaci [53]
(3:138994862)

rs646315 BPESC1, MRPS22 Europejczycy, Azjaci [51]
(3:139123862) Azjaci [52]
rs11130248 HYALZ, HYAL2 Azjaci [53]
(3:50314769)

rs183178644 HUS1B Azjaci [54]
(6:656415)

rs181924090 SIRT3 Azjaci [54]
(11:218874)

rs16976600 NEDD4 Europejczycy, Azjaci [51]
(15:55862437) Azjaci [52]
rs8032158 NEDD4 Azjaci [53]
(15:55902679)

rs151091483 MYHS8 Azjaci [54]

(17:10409361)
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Tabela 3a. Analiza zwigzku polimorfizmoéw gendow kandydatow z podatnoscig do bliznowca, czgsé¢ 1

Polimorfizm Gen Populacja/grupa etniczna Asocjacja (tak/nie) PiSmiennictwo

(pozycja)

rs2228145 IL6R Japonczycy Nie [55]

(1:154454494)

rs873549 LINCO01705,QRSL1P2 Chinczycy Tak [56]

(1:222098425) Chificzycy Tak [57]

rs1442440 LINCO01705, QRSL1P2 Chinczycy Tak [56]

(1:222066192)

rs12629284 ? Chinczycy Nie [56]

(3:139252188)

rs940187 FOXL2 Chinczycy Nie [56]

(3:139122751) Japonczycy Tak [53]

rs1511412 FOXL2 Chinczycy Nie [56]

(3:138994862) Chificzycy nie [57]
Japonczycy tak [53]

rs1800796 IL6 Japonczycy Tak [55]

(7:22726627) Chificzycy tak [27]
Egipcjanie tak [58]

rs1800795 IL6 Chinczycy Nie [27]

(7:22727026)

rs140447165 MYO1E Afro-Amerykanie Nie [59]

(15:59205423)

rs28383563 CCNB2 Afro-Amerykanie Tak [59]

(15:59124864)
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Tabela 3b. Analiza zwigzku polimorfizméw gendéw kandydatéw z podatnoscia do bliznowca, czgs¢ 2

Polimorfizm Gen Populacja/grupa etniczna Asocjacja (tak/nie) PiSmiennictwo
(pozycja)

rs139614046 GCNT3 Afro-Amerykanie Tak [59]
(15:59618689)

rs141152343 BNIP2 Afro-Amerykanie Tak [59]
(15:59679624)

rs2271289 NEDD4 Chinczycy Tak [56]
(15:55924595) Chinczycy Tak [57]
rs2118610 NEDD4 Chinczycy Nie [57]
(15:67135996)

rs1042522 TP53 Chinczycy Nie [60]
(17:7676154) Polacy nie [61]
rs17878362 TP53 Polacy Nie [61]

(17:7675967-
17:7675982)

rs75667697 SMADA4 Malajowie Nie [62]
(18:51058143)
rs1245628 SMADA4 Malajowie tak [62]
rs1800469 TGFB1 Malajowie tak [62]
(19:41354391)
rs1800470 TGFB1 Malajowie tak [62]

(19:41353016)




W $wietle istotnej roli, jakag w patogenezie bliznowca odgrywa, opisana w poprzednim
podrozdziale, nadmierna aktywno$¢ szlaku sygnalizacyjnego interleukiny 6, intrygujaco
prezentuja si¢ wyniki prac zogniskowanych na ocenie zwigzku pomiedzy czynno$ciowymi
polimorfizmami genow kodujacych interleuking 6 1 jej receptor.

Potozony na chromosomie 7p21 gen IL6 koduje interleuking 6, a w najbardziej
proksymalnej czeSci jego promotora (region -600 do -1 od miejsca inicjacji translacji)
zidentyfikowano trzy polimorfizmy pojedynczych nukleotydow tj. rs1800797 (-597G>A),
rs1800796 (-572G>C) i rs1800795 (-174G>C). W 2003 r. Rivera-Chavez i wsp. analizowali
zwigzek tych polimorfizmow IL6 z wytwarzaniem tej cytokiny przez leukocyty stymulowane
lipopolisacharydem (LPS), a takze wigzanie bialek jadrowych z syntetycznymi
oligonukleotydami obejmujgcymi polimorfizm rs1800795. Wyniki tych dos$wiadczen
ujawnity, ze wytwarzanie ex Vivo interleukiny 6 byto najwigksze u ,,podwojnych” homozygot
GG (homozygota GG dla polimorfizmu rs1800797 i homozygota GG dla rs1800795). Z kolei,
u 0sob, ktére byly homozygotami AA dla rs1800797 i homozygotami CC dla rs1800795,
produkcja IL6 byta najmniejsza. Wykazano takze, ze powinowactwo biatek jadrowych do
oligonukleotydow zawierajacych guaning w pozycji -174 bylo wigksze niz do
oligonukleotydéw z cytozyna w pozycji -174 [63].

Gen IL6R zlokalizowany na chromosomie 1qg21.3 koduje zlokalizowany w btonie
komorek receptor dla interleukiny 6 (gp80). Polimorfizm rs2228145 genu IL6R jest
transwersjg adeniny na cytozyn¢ nukleotydu w pozycji 1073 tego genu (c.1073A>C).
Nastepstwem tej mutacji jest zastgpienie kwasu asparaginowego przez alaning w pozycji 358
tancucha polipeptydowego receptora dla IL6 (p.Asp358Ala). Aminokwas w pozycji 358 IL6R
znajduje si¢ w miejscu cigcia tego biatka przez metaloproteazy ADAMI10 1 ADAMI7.
Produktem reakcji katalizowanej przez te proteazy jest wydzielana do krazenia biologicznie
aktywna domena zewngtrzkomoérkowa receptora (sIL6R, soluble IL6R tj. rozpuszczalna

forma receptora IL6). Rozpuszczalna forma IL6R moze wigza¢ si¢ z wolng interleuking 6
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obecng w krwi i w innych ptynach ustrojowych tworzac biologicznie aktywny kompleks
[64,65]. Tworzenie tego kompleksu wzmacnia dziatanie interleukiny 6 wydluzajac jej okres
péttrwania z minut do godzin i umozliwiajagc w ten sposéb dotarcie sygnatu IL6 do miejsc
odlegtych od komorek przejawiajacych ekspresje btonowej formy IL6R [64,66]. W kilku
badaniach niezaleznie od siebie potwierdzono, ze allel p.358Ala jest zwigzany z zwigkszonym
stezeniem SIL6R w surowicy [67-70].

W 2016 roku Tosa i wsp. analizujac polimorfizmy rs1800797, rs1800796 i rs1800795 IL6
oraz rs2228145 IL6R u Japonczykoéw stwierdzili istotnie wigkszg czestos¢ allela -572G
polimorfizmu rs1800796 IL6 u pacjentow z bliznowcem w poréwnaniu do zdrowych osob
stanowigcych grupe kontrolng. Dla dwoch pozostaltych polimorfizméw promotora IL6
wszystkie zbadane osoby mialy homozygotyczny genotyp typu dzikiego tj. GG. Z kolei, dla
polimorfizmu rs2228145 genu IL6R autorzy ci wykazali brak istotnych réznic w rozktadzie
jego genotypow 1 alleli pomigdzy chorymi z bliznowcem i osobami stanowigcymi grup¢
kontrolng [55]. Rok podzniej Zhu i wsp., ktorzy analizowali tylko polimorfizmy rs1800796 i
rs1800795 IL6, wykazali, ze rowniez u Chinczykow allel -572G (polimorfizm rs1800796) byt
zwigzany z predyspozycja do bliznowca, a takze, iz u pacjentow z bliznowcem stezenie
interleukiny 6 w surowicy u homozygot GG byto istotnie wigksze w porownaniu do 0S6b z
homozygotycznym genotypem CC [27].

Powyzsze obserwacje dotyczace zwigzkéw allela G polimorfizmu rs1800796 IL6 z
predyspozycja do bliznowca i ze stezeniem interleukiny w surowicy zostaly w 2019 roku
potwierdzone w badaniach przeprowadzonych w niewielkiej liczebnie grupie Egipcjan (60
chorych z bliznowcem i 30 zdrowych mieszkancow Egiptu stanowiacych grupg kontrolng)

[58].
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2. Cel pracy

Na podstawie powyzszych przestanek sformutowano cel rozprawy, jakim byta ocena zwigzku
polimorfizméw rs1800797, rs1800796 i rs1800795 promotora genu IL6 kodujgcego
interleuking 6 i polimorfizmu rs2228145 genu IL6R kodujacego receptor dla interleukiny 6 z

predyspozycja do bliznowca u Polakow.

Cele szczegdtowe obejmowaty:

1. Ocene zwigzku analizowanych pojedynczo polimorfizméw: rs1800797, rs1800796 i
rs1800795 genu IL6 i polimorfizmu rs2228145 genu IL6R oraz z predyspozycja do
bliznowca.

2. Analiz¢ nierownowagi sprzezenia pomig¢dzy poszczegdlnymi parami polimorfizmow
promotora IL6 (tj. rs1800797 i rs1800796, rs1800797 i rs1800795 oraz rs1800796 i
rs1800795).

3. Rekonstrukcje haplotypow utworzonych przez 3 polimorfizmy promotora IL6 oraz oceng

zwiagzku tych haplotypoéw z predyspozycja do bliznowca.
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3. Material i metody

3.1 Pacjenci z bliznowcem
Za zgoda Komisji Bioetycznej PUM (KB-0012/135/12) identyfikacje polimorfizmow

rs1800795, rs1800796 i rs1800797 genu IL6 i polimorfizmu rs2228145 genu IL6R
przeprowadzono w probkach genomowego DNA wyizolowanego z krwi obwodowej 86
dorostych chorych z bliznowcem. Grupe te stanowito 69 kobiet i 17 mezczyzn w wieku 18-70
lat operowanych kolejno z powodu bliznowca w latach 2012-2017 w Aesthetic Med w

Szczecinie. Szczegdtowa charakterystyke pacjentow z bliznowcem przedstawiono w tabeli 4.

3.2. Grupa kontrolna

Grupe kontrolng dla poréwnania rozpowszechnienia analizowanych polimorfizméw IL6 i
IL6R (w stosunku do grupy osob z bliznowcem) stanowito 100 zdrowych, donoszonych
noworodkow. Z Banku DNA Zaktadu Biochemii Klinicznej i Molekularnej Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie (PUM) losowo wybrano probki genomowego DNA
wyizolowanego z krwi pepowinowej kolejnych 100 zdrowych donoszonych noworodkow (49
dziewczynek i 51 chtopcow) urodzonych w latach 2005-2011 w Klinice Patologii Noworodka
PUM. Probki krwi pepowinowej zgromadzone w Banku DNA byly pobierane za zgoda
rodzicow dzieci w ramach projektu zaaprobowanego przez Komisj¢ Bioetyczng PUM (BN-
001/5/05, KB-0012/31/15). Kryteria wytaczenia z tego projektu obejmowaty: cigze mnogie,
porod przed zakonczeniem 37. tygodnia cigzy, wewnatrzmaciczne zahamowanie wzrostu

ptodu, cukrzyce cigzarnych, aberracje chromosomowe lub/i wady wrodzone.

3.3. Metodyka badan molekularnych

Materiat do badan stanowit genomowy DNA wyizolowany z leukocytow obwodowej
(pacjenci z bliznowcem) lub krwi pepowinowej (noworodki) przy zastosowaniu, zgodnie z

instrukcjg producenta, zestawu QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen).
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Tabela 4. Charakterystyka kliniczna pacjentow z bliznowcem (n=86)

Zmienna Liczba pacjentow, n (%)
Wywiad rodzinny w kierunku bliznowca

(kri\:/vvni pierwszeygo stopnia) 10(11.6)
Kobiety 69 (80.2)
Mnogie (>2) bliznowce 26 (30.2)
Etiologia bliznowcow:

Powiktania pooperacyjne 47 (54.6)
Powiktania pourazowe 9 (10.5)
Oparzenia 9 (10.5)
Przektucie ptatka ucha 5 (5.8)
Szczepienie 2 (2.3)
Ukaszenie owada 2 (2.3)
Nieznana 12 (14.0)
Lokalizacja bliznowca:

Glowa i szyja 28 (26.4)
Klatka piersiowa 23 (21.7)
Plecy 10 (9.4)
Brzuch 13 (12.3)
Konczyny 32 (30.2)
L.aczna liczba bliznowcow * 106 (100.0)

* Z powodu wystepowania u niektorych os6b zmian mnogich o réznej lokalizacji liczba

bliznowcoéw (n=106) jest wicksza niz liczba badanych pacjentow.



Identyfikacj¢ genotypow polimorfizmow rs1800797, rs1800796 1 rs1800795 genu IL6
przeprowadzono metoda PCR-RFLP, a polimorfizmu rs2228145 genu IL6R metoda
sekwencjonowania.

W amplifikacji metoda PCR fragmentu promotora genu IL6 zawierajacego trzy
polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw tj. rs1800797, rs1800796 i rs1800795 zastosowano
oligonukleotyd 5’-CAACCTCCTCTAAGTGGGCTGAA-3 jako starter sensowny, a
oligonukleotyd: 5-CAATCAGCCCCACCCGC -3° jako starter antysensowny. Produktem
PCR z tg parg starterow jest amplikon o dlugosci 600 par zasad (pz). Na podstawie wstepnych
dos$wiadczen ustalono optymalne warunki amplifikacji DNA metoda PCR, a mianowicie:
amplifikacje genomowego DNA prowadzono w mieszaninie reakcyjnej o objgtosci 15 pl
zawierajacej: 1,5 ul (40 ng) genomowego DNA, 7,5 ul 2x PCR Master Mix, po 0,15 ul (20
pmol/ul) startera sensownego i antysensownego i 5,7 pul H,O wolnej od nukleaz. Pierwsza
faza PCR byta denaturacja wstepna w temp. 94° C przez 5 minut, a nastgpnie 36 cykli
amplifikacji, gdzie kazdy z cykli ztozony byl z 3 segmentow: denaturacji w temp. 94°C przez
20 sekund, trwajacej 40 sekund hybrydyzacji starterow w temp. 56° C oraz wydluzania
fancucha (elongacji) w temperaturze 72° C przez 40 sekund. Ostatnim etapem amplifikacji
metoda PCR byta koncowa elongacja w temp. 72° C przez 8 min. Wszystkie amplifikacje
przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler gradient (Eppendorf). Startery zostaly
zsyntetyzowane przez firm¢ TIB MOL.BIOL., Poznan. Pozostale odczynniki, w tym i
enzymy restrykcyjne zastosowane w kolejnym etapie analiz pochodzilty z firmy MBI
Fermentas (Litwa).

Po zakonczeniu amplifikacji mieszaning reakcyjng rozdzielano w réwnych czesciach (po
5 ul) do 3 osobnych probowek, z ktorych dwie pierwsze inkubowano w 37°C przez 24 h a
trzeciag W 37°C przez 30 minut z wilasciwymi enzymami restrykcyjnymi. W pierwszej
probowce (identyfikacja rs1800797) z enzymem FastDigest Fokl, w drugiej (identyfikacja

rs1800796) z enzymem restrykcyjnym Ssil (Acil), a w trzeciej (identyfikacja rs1800795)
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inkubowano produkty PCR z enzymem restrykcyjnym Hinlll (Nlalll) (wszystkie enzymy
restrykcyjne pochodzity z TermoFisher Scientific Polska).

Fragmenty restrykcyjne rozdzielono elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym z Midori
Green Advanced DNA Stain (NIPPON Genetics EUROPE GmbH, Niemcy) w buforze
IXTBE (2mM EDTA, 0,089M H3BO3, 0,089M TRIS, pH 8,0) w temperaturze pokojowej przy
napigciu 75V. W celu okre$lenia dlugosci otrzymanych fragmentéw restrykcyjnych
zastosowano wzorzec masowy, marker dtugosci DNA: pUC Mix Marker 8§ (MBI Fermentas).
Rozdziaty elektroforetyczne dokumentowano poprzez wykonanie zdje¢ i ich archiwizacje
przy wykorzystaniu zestawu G:BOX Biolmaging System (Syngene). Wyniki identyfikacji
polimorfizmoéw IL6 weryfikowano poprzez sekwencjonowanie losowo wybranych 10 probek
DNA o réznych genotypach. Sekwencjonowanie amplikonéw IL6 wykonano wedhug
procedury szczegdtowo opisanej ponizej dla identyfikacji polimorfizmu IL6R.

W amplifikacji metodg PCR fragmentu genu IL6R z rs2228145 zastosowano jako starter
sensowny oligonukleotyd 5-AAATGGCCTGTTGGTTGG-3’, a jako starter antysensowny
oligonukleotyd 5’-CACCTACTATTATGCCAAGCCGT-3". Produktem PCR z tg parg
starterow jest amplikon o dtugosci 429 par zasad (pz). Na podstawie wstgpnych do§wiadczen
ustalono optymalne warunki amplifikacji DNA metodag PCR, a mianowicie: amplifikacje
genomowego DNA prowadzono w mieszaninie reakcyjnej o objetosci 15 ul zawierajace;j: 1,5
ul (40 ng) genomowego DNA, 7,5 ul 2x PCR Master Mix, po 0,15 pl (20 pmol/pul) startera
sensownego 1 antysensownego i 5,7 ul HoO wolnej od nukleaz. Pierwsza fazag PCR byta
denaturacja wstgpna w temp. 94° C przez 5 minut, a nastepnie 36 cykli amplifikacji, gdzie
kazdy z cykli ztozony byl z 3 segmentow: denaturacji w temp. 94°C przez 20 sekund,
trwajacej 40 sekund hybrydyzacji starteréw w temp. 54° C oraz wydluzania tancucha
(elongacji) w temperaturze 72° C przez 40 sekund. Ostatnim etapem amplifikacji metoda
PCR byta koncowa elongacja w temp. 72° C przez 8 min. Analogicznie, jak mialo to miejsce

w analizie polimorfizméw IL6, wszystkie amplifikacje przeprowadzono w termocyklerze
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Mastercycler gradient (Eppendorf), startery do PCR zostaty zsyntetyzowane przez firme¢ TIB
MOL.BIOL., Poznan, a pozostate odczynniki pochodzity z firmy MBI Fermentas (Litwa).
Otrzymane amplikony oczyszczano z nadmiaru nukleotydow i starterow poprzez dodanie
do 5 pl produktu PCR po 0,5 pl enzymu Exonuclease I (10U) i 1 ul FastAP™
Thermosensitive Alkaline Phosphatase (1U) (Applied Biosystems, USA) i inkubacje tej
mieszaniny w termocyklerze przez 15 min. w 37° C i przez 15 min. w 85° C. Nastgpnie przy
uzyciu odczynnikéw z zestawu BigDye®™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, USA) przygotowano mieszaning do reakcji sekwencjonowania (objetos¢ 10 ul),
ktora zawierata: 2 pl Terminator Ready Reaction Mix, 1 ul Sequencing Buffer, 1,6 ul startera
[20 pmol/ul], 4,4 ul H,O wolnej od nukleaz i 1 pl produktu PCR. Tak przygotowane probki
inkubowano w termocyklerze Mastercycler gradient (Eppendorf) przez 1 minute w temp. 96°
C, a nastepnie przez 25 cykli, z ktorych kazdy sktadat si¢ z 3 segmentow: inkubacji w 96° C
przez 10s, w 50° C przez 5s oraz w 60° C przez 4 minuty. Po zakonczeniu tej reakcji
otrzymane produkty oczyszczano metodg EtOH/NaOAc. W tym celu, do kazdej probowki
zawierajgcej produkty tej reakcji dodawano po 26 ul roztworu EtOH/NaOAc (1 pl 3M
NaOAc, pH 5.2, 25 ul 99,9% EtOH), zawarto$¢ probowki starannie mieszano i wirowano W
wiréwce Centrifuge 5415 D (Eppendorf) przez 20 min. (5305xg). Nastepnie, po uprzednim
usunig¢ciu roztworu, do kazdej z probéwek dodano po 75 ul 70% EtOH, a nastepnie probowki
te wirowano przez 5 min. z przys$pieszeniem 5305xg w wirdwce Centrifuge 5415 D
(Eppendorf). Po zakonczeniu wirowania 1 usuni¢ciu roztworu, odwrdcone probowki
wirowano przez | minut¢ w tej samej wirowce, ale z przyspieszeniem 1326xg. Do kazdej z
probowek z tak oczyszczonymi produktami dodawano 10 pl dejonizowanego formamidu
(Applied Biosystems), a analize analiz¢ sekwencji tych amplikonow badanych regionow
gendw IL6 i IL6R wykonano w aparacie ABI PRISM® 3130 (Applied Biosystems). Wyniki tej
analizy odczytywano przy zastosowaniu oprogramowania Sequencing Analysis v5.1 (Applied

Biosystems).
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3.4. Analiza statystyczna

Za pomocy testu XZ przeprowadzono ocen¢ zgodno$ci rozktadu genotypow polimorfizméw
rs1800797, rs1800796 i rs1800795 genu IL6 i polimorfizmu rs2228145 genu IL6R z prawem
Hardy’ego-Weinberga (HWE, ang. Hardy-Weinberg equilibrium) zar6wno w polaczonej
grupie ztozonej z pacjentow z bliznowcem i noworodkow, jak i odrgbnie w grupie z
bliznowcem i w grupie kontrolnej. W poréwnaniu rozktadu genotypéw IL6 i IL6R pomiedzy
grupa badang i grupg kontrolng zastosowano metode regresji logistycznej (z uwzglgdnieniem
korekty wzgledem pfci) dla addycyjnego, dominujacego i recesywnego modelu dziedziczenia
alleli o wiekszej czestosci. Nastgpnie przy pomocy modutu ,.genetics” pakietu R (wersja
3.1.0) analizowano nieréwnowage sprzezenia (LD, linkage disequilibrium) pomiedzy
poszczegolnymi parami polimorfizméw IL6 tj. rs1800797-rs1800796, rs1800797-rs1800795
oraz rs1800796-rs1800795. Kolejnym etapem analizy statystycznej byla rekonstrukcja przy
pomocy funkcji haplo.em modutu ,,haplo.stats” pakietu R haplotypow ztozonych z tych trzech
polimorfizméw IL6 (rs1800797-rs1800796-rs1800795) oraz poréwnanie rozktadu czestosci
poszczegdlnych haplotypéw w grupie pacjentdéw z bliznowcem 1 w grupie kontrolnej
noworodkow. W poréwnaniu rozktadu haplotypéw pomiedzy grupami zastosowano metode
regresji logistycznej z uwzglednieniem korekty wzgledem ptci i dla modeli dziedziczenia
analogicznych, jak w analizie pojedynczych polimorfizméw. Wszystkie analizy, ktore nie
byly wykonane przy pomocy programu R, zostaly przeprowadzone w programie
STATISTICA (Dell Inc. 2016, wersja 13). Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto

warto$¢ p<0.05.
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4. Wyniki
Polimorfizmy rs1800797 (-597G>A), rs1800796 (-572G>C) i rs1800795 (-174G>C),

promotora genu IL6 identyfikowano metodg PCR-RFLP, a identyfikacje genotypow
polimorfizmu rs2228145 genu IL6R (c.1073A>C, p.Asp358Ala), przeprowadzono metoda
sekwencjonowania. Dla kazdej z probek DNA od pacjentow z bliznowcem oraz od
noworodkow z grupy kontrolnej uzyskano amplikony dobrej jakosci pozwalajace na
jednoznaczng identyfikacje genotypow rs1800797, rs1800796 i rs1800795 IL6 metoda PCR-
RFLP (ryciny 1-3) i ich weryfikacje metodg sekwencjonowania (rycina 4), a takze na
identyfikacj¢ genotypoéw rs2228145 IL6R metoda sekwencjonowania (rycina 5).
Sekwencjonowanie losowo wybranych 10 sposrod 186 probek DNA wykazato peina
zgodno$¢ z wynikami identyfikacji genotypow trzech polimorfizméow IL6 uzyskanymi

metodg PCR-RFLP (rycina 4).

11 12 25 26 27 28 29 37 57 |1 3 10 18 20 14
AG GG AG AG AA AG AG GG GG GG AG GG AG GG GG

e e G PN s s S e e

Rycina 1. Identyfikacja polimorfizmu rs1800797 genu IL6 (-597G>A) metoda
PCR-RFLP
Genotypy:
AA: fragmenty restrykcyjne o dtugosci 471pz i 129pz
GG: fragment restrykcyjny o dlugosci 600pz
AG: fragmenty restrykcyjne o dhugosci 600pz, 471pz i 129pz
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38 39 40 41 42 44 45 46 47 48 50 51 52 54 56
GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG CG

Rycina 2. Identyfikacja polimorfizmu rs1800796 genu IL6 (-572G>C) metoda
PCR-RFLP
Genotypy:
GG: fragmenty restrykcyjne o dtugosci 456pz, 90pz, 51pz i 3pz
GC: fragmenty restrykcyjne o dtugosci 546pz, 456pz, 90pz, 51pz i 3pz
CC: fragmenty restrykcyjne o dtugos$ci 546pz, 5S1pz 1 3pz

357 358 360 370 349 452 453 456 458 459 473 477 480 486 496 497 498 540
GG GG CG CG €G GG GG GG GG GG GG GG CG €CC CG CG CG

- . W e e e B S e e S e e

Rycina 3. Identyfikacja polimorfizmu rs1800795 genu IL6 (-174G>C) metoda
PCR-RFLP
Genotypy:
GG: fragmenty restrykcyjne o dtugosci 394pz, 177pz i 29pz
GC: fragmenty restrykcyjne o dtugosci 394pz, 177pz, 122pz, 55pz i 29pz
CC: fragmenty restrykcyjne o dtugosci 394pz,122pz, 55pz 1 29pz
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4. Chromatogramy sekwencyjne dla rs1800796 genu IL6 (-572G>C)
Gora: homozygota GG

Dot: heterozygota GC
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Rycina 5. Chromatogramy sekwencyjne dla rs2228145 IL6R

Gora: heterozygota AC
Srodek: homozygota CC

Dot: homozygota AA

Rozktady genotypow polimorfizméw rs1800797, rs1800796 i rs1800795 genu IL6 i
polimorfizmu rs2228145 genu IL6R w grupie pacjentow z bliznowcem, w grupie
noworodkow (grupa kontrolna), a takze w grupie utworzonej z potaczenia obu tych grup byly

zgodne z rozkladem teoretycznym wynikajacym z réwnowagi Hardy’ego-Weinberg'a

28



(warto$ci p wynosity, odpowiednio, dla rs1800797: 0.892, 0.619 i 0.364; dla rs1800796:
0.205, 0.523 i 0.302, dla rs1800795: 0.932, 0.408 i 0.368, a dla rs2228145: 0.858, 0.889 i
0.674).

Pomiedzy grupa pacjentoéw z bliznowcem 1 grupg kontrolng nie stwierdzono istotnych
réznic w rozktadzie czestosci alleli i genotypdéw dla polimorfizmow rs1800797, rs1800796 1
rs1800795 genu IL6 i polimorfizmu rs2228145 genu IL6R (tabela 5).

Nastepnie dla trzech polimorfizméw promotora IL6 oceniono nierdwnowageg sprze¢zenia
(linkage disequilibrium, LD). Sposrdod trzech mozliwych par polimorfizméw tj. rs1800797-
1800795, rs1800797-rs1800796 i rs1800796-rs1800795 jedynie ta pierwsza znajduje si¢ w
istotnej (p<2.22e-1) i bardzo $cistej nierownowadze sprzgzenia czego wyrazem sa bliskie
jednosci wartosci wspotczynnikéw D i R? (tabela 6).

Wyniki analizy nierownowagi sprzg¢zenia postuzyly do rekonstrukcji haplotypow IL6.
Zgodnie z wzorem H=A", gdzie H to liczba haplotypéw, A to liczba alleli danego
polimorfizmu, n to liczba polimorfizmoéw, trzy polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw
promotora genu IL6 moga tworzy¢ co najwyzej 8 haplotypow. W grupie pacjentow z
bliznowcem nie stwierdzono jednego z haplotypoéw tj. A-C-G (kolejnos¢ alleli: rs1800797-
rs1800796-rs1800795), a wsrod noworodkéw trzech haplotypow tj. A-C-G, a takze A-C-C
(H1) i G-C-C (H4) (tabela 7). Trzy haplotypy: A-C-C (H1), G-C-C (H4) i G-G-C (H6),
ktorych czgsto$¢ w catej badanej grupie byta mniejsza niz 2.0% w dalszej analizie traktowano
lacznie jako haplotypy rzadkie. Pomiedzy grupa z bliznowcem 1 grupa kontrolng nie
stwierdzono istotnych roznic w rozktadzie czestosci haplotypow w analizie przeprowadzonej
w modelu regresji logistyczne] (z uwzglednieniem korekty wzgledem pici i dla
poszczegolnych typow dziedziczenia), w ktorej haplotyp G-G-G (H7) o najwickszej czestosci

byt traktowany jako haplotyp referencyjny (tabela 8).
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Tabela 5. Analiza rozpowszechnienia alleli i genotypow rs1800797, rs1800796 1 rs1800795 genu IL6 oraz rs2228145 genu IL6R

w pacjentow z bliznowcem i w grupie kontrolnej

Allel” Bliznowiec  Kontrola p

Bliznowiec (n=86) Kontrola (n=100) PA PR Po
Polimorfizm? (Na=2n)° (nz=2n)°
(Pozycja) w2) 1/2 1/2 11 12 22 11 12 22
(%) (%) (%) (%)
rs1800797 102/70 123/77 32 38 16 39 45
G/IA 0.665 0.865 0.794 0.963
(7:22726602) (59.3/40.7)  (61.5/38.5) (37.2) (442) (18.6) (39.0) (45.0) (16.0)
rs1800796 154/18 188/12 70 14 2 88 12 0 d d
G/C 0.115 - - 0.212
(7:22726627) (89.5/10.5)  (94.0/6.0) (81.4) (16.3) (2.3) (88.0) (12.00 (0.0)
rs1800795 105/67 125/75 33 39 14 41 43 16
G/C 0.773 0.946 0.824 0.942
(7:22727026) (61.0/39.0)  (62.5/37.5) (38.4) (45.3) (16.3) (41.0) (43.0) (16.0)
rs2228145 105/67 127/73 31 43 12 40 47
A/C 0.334 0.977 0.181
(1:154454494) (61.0/39.0) (63.5/36.5) (36.0) (50.0) (14.0) (40.0) (47.0) (13.0)

% Pozycje SNP wedtug GRCh38.p13.
® Allel 11 allel 2 to odpowiednio: allel czestszy i allel rzadszy.
¢ liczba alleli jest dwukrotnie wigksza niz liczba badanych oséb

Pa, Pr 1 Pp - wartosci p skorygowane wzgledem ptci w analizie regres;ji dla allelu 2 w addycyjnym, recesywnym i dominujacym modelu

dziedziczenia
d

— ze wzgledu na bardzo malg czgsto$¢ homozygot 22 (2 na 186 0sob) analize wykonano jedynie dla modelu dominujacego (11 vs. 12+22
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Tabela 6. Analiza sprzg¢zen polimorfizméw genu IL6

[D7] rs1800797
(r) (-597G>A)
p<
rs1800797
(-597G>A)
[0.997]
rs1800796
(0.040)
(-572G>C)
<0.005
[0.978]
rs1800795
(0.916)
(-174G>C)
<2.22e-16

rs1800796 rs1800795
(-572G>C) (-174G>C)
[0.997] [0.978]
(0.040) (0.916)
<0.005 <2.22¢-16
[0.997]
(0.038)

[0.997]
(0.038)
<0.006

<0.006
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Tabela 7. Haplotypy IL6 w calej badanej grupie oraz w grupie pacjentow z

bliznowcem i w grupie kontrolnej

Haplotyp Cala grupa Bliznowiec Kontrola

(Bliznowiec + Kontrola) n (%) n (%)

n (%)

H1 (A-C-C)” 5 (1.3) 5 (3.1) 0 (0.0)
H2 (A-G-C) 133 (35.8) 59 (34.0) 74 (37.0)
H3 (A-G-G) 9 (2.4) 6 (3.6) 3(1.5)
H4 (G-C-C)" 1(0.3) 1(0.4) 0 (0.0)
H5 (G-C-G) 24 (6.4) 12 (6.9) 12 (6.0)
H6 (G-G-C)" 3(0.8) 2 (1.4) 1(0.5)
H7 (G-G-G) 197 (53.0) 87 (50.6) 110 (55.0)

" Haplotypy rzadkie o czesto$ci mniejszej niz 2% w calej badanej grupie 186 0sob.

Kolejnos¢ polimorfizméw w haplotypach: rs1800797- rs1800796- rs1800795
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Tabela 8. Haplotypy IL6 u pacjentéw z bliznowcem i w grupie kontrolnej

Haplotyp Bliznowiec Kontrola PA PR Pb
n (%) n (%)
H2 59 (34.0) 74 (37.0) 0.927 0.806 0.974
H3 6 (3.6) 3(15) 0.287 0484  0.269
H5 12 (6.9) 12 (6.0) 0.235 - 0.287
H1+H4+H6 8 (4.9) 1(0.5) 0.205 - 0.222
H7 87 (50.6) 110 (55.0) Haplotyp referencyjny

Pa, Pr | Pp - wartosci p skorygowane wzgledem plci w analizie regresji dla
poszczegdlnych haplotypow w addycyjnym, recesywnym i dominujagcym modelu

dziedziczenia w odniesieniu do haplotypu referencyjnego (H7)
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5. Dyskusja

Wedlug mojej wiedzy niniejsza rozprawa jest pierwsza pracg dotyczaca analizy
zwigzku funkcjonalnych polimorfizméw rs1800797, rs1800796 i rs1800795 promotora
genu IL6 kodujacego interleuking 6 i polimorfizmu rs2228145 genu IL6R kodujacego
podjednostke alfa receptora dla IL6 z predyspozycja do bliznowca u Polakow.

Interleukina-6 (IL6) zostala odkryta w 1986 roku jako czynnik stymulujacy
limfocyty B i inicjujacy wytwarzanie przez nie immunoglobuliny G [71-72]. Badania
prowadzone w kolejnych latach wykazaty, ze IL6 jest plejotropowa cytoking, ktdra nie
tylko reguluje aktywno$¢ uktadu immunologicznego, reakcje ostrej fazy i odpowiedz
zapalng, ale takze wywiera istotny wplyw na hematopoeze, metabolizm i rozwoj
narzadow [73]. Warto zauwazy¢, ze interleukina 6 moze jednocze$nie wywotywac
rozne, niekiedy wrecz przeciwstawne procesy fizjopatologiczne, co prawdopodobnie
jest skutkiem aktywacji dwoch szlakéw transdukcji sygnatlu tej cytokiny tj. Sciezki
klasycznej poprzez receptor IL6 zwigzany z blong komorkowa i $ciezki trans-
sygnalizacyjnej zaleznej od wigzania tego liganda z rozpuszczalng forma receptora dla
IL6 [71,74-77].

W promotorze genu IL6 kodujacego interleuking 6 w regionie pierwszych 1200 par
zasad w kierunku 5° od miejsca inicjacji transkrypcji zidentyfikowano kilka sekwencji
rozpoznanych przez biatka regulatorowe tego transkrypcji (elementy cis). Dwie takie
sekwencje to para elementow odpowiedzi na glukokortykosteroidy (GRE,
Glucocorticoid Response Elements) znajdujg si¢ w pozycjach od -557 do -552 i od -466
do -461 promotora [78]. Nastepnie w regionie od -283 do -277 (sekwencja:
TGAGTCA) znajduje si¢ miejsce wigzace czynnik transkrypcyjny AP-1 (Activator
Protein 1)[79]. Z kolei w regionie od -169 do -124 zidentyfikowano tzw. surowiczy
element odpowiedzi (SRE, Serum Responsive Element) [80], ktory zawiera

podstawowag sekwencje (ACGTCA) elementu odpowiedzi na cykliczny AMP (CRE,
34



cAMP Response Element) aktywowang przez czynnik transkrypcyjny CREB (cAMP
Response Element-Binding [81-82], a takze potowe sekwencji wigzacej NF-,84L6 (od
pozycji -163 do -145) [83,84]. Miejsca AP-1 i CRE majg wysoki stopien homologii
sekwencji, gdyz roznig si¢ tylko dwoma nukleotydami [85]. Domniemane miejsce
wigzania czynnika transkrypcyjnego NF-«kB potozone jest mi¢dzy nukleotydami -75 a -
64 [79]. Nalezy jednak =zauwazy¢, ze miejsce to pokrywa si¢ z motywem
rozpoznawanym przez RBP (Recombination-signal Binding Protein), a zwigzanie tego
biatka zmniejsza ekspresje interleukiny 6 indukowang przez NF-xB [86,87].

Polimorfizmy w promotorze genu IL6 warunkujace migdzyosobnicze rdznice w
regulacji transkrypcji i ekspresji tego genu, a przez to i nasilenie procesu wytwarzania
tej cytokiny ksztattuja predyspozycje do okreslonych chorob [88]. Wedtug aktualnej
wiedzy, cztery gldwne polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw promotora genu IL6
wywierajgce wspolnie wplyw na transkrypcj¢ tego genu to -2954G>C i -1363G>T oraz
-597G>A (rs1800797) i -572G>C (rs1800796) tj. dwa warianty analizowane w
niniejszej rozprawie [89-91]. Z kolei, trzeci z polimorfizmow IL6 (tj. -174G>C,
rs1800795) analizowanych w mojej rozprawie potozony jest w tzw. negatywnej
domenie regulatorowej (region od -225 do -164) znajdujacej si¢ w poblizu CRE. Nalezy
tez zaznaczy¢, ze polimorfizm ten zlokalizowany jest w sekwencji cze$ciowo
homologicznej z elementem wigzacym Smad4, a takze iz w porownaniu do allela typu
dzikiego (tj. -174G) allel -174C bardziej efektywnie wigze Smad4, a tym samym silniej
hamuje transkrypcje genu interleukiny 6 [92].

Wedlug GWAS Catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/) do 12.01.2023r. w oparciu 0

stojace najwyzej w hierarchii wiarygodnosci dowodoéw naukowych, badania asocjacyjne
catego genomu odkryto zwigzek polimorfizmu rs1800797 z predyspozycja do astmy

[93-95] i tocznia uktadowego trzewnego [96], polimorfizmu rs1800796 z liczbg ptytek
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krwi [97], a polimorfizmu rs1800795 z cisnieniem te¢tna [98,99] i ze st¢zeniem
klasteryny w ptynie moézgowo-rdzeniowym [100].

W odrdznieniu od jedynej dostgpnej w piSmiennictwie pracy autoréw japonskich
[55] poswieconej analizie zwigzku trzech powyzszych polimorfizméw genu IL6 z
predyspozycja do bliznowca, w swojej rozprawie nie wykazatam zwigzku pomigdzy
zadnym z tych wariantow genetycznych a ryzykiem tej choroby. Nalezy jednak w tym
miejscu zaznaczy¢, ze Tosa 1 wsp. dla dwoch sposrdd 3 analizowanych polimorfizméow
IL6 tj. dla rs1800797 1 rs1800795 zaréwno osdb w grupie badanej, jak i w grupie
kontrolnej identyfikowali wylacznie genotypy typu dzikiego (tj. homozygotyczne
genotypy GG dla kazdego z tych SNP)[55], co jest w pelni zgodne z wynikami z
projektu 1000 Genomow (1000 Genome Project)
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=7:22726102 -
22727102;v=rs1800797;vdb=variation;vf=729516893 i http://www.ensembl.org/
Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=7:2272652622727526;v=rs1800795;vd
b=variation;vf=729516845) dla Japonczykow (wskazali na to juz sami autorzy) oraz dla
trzech grup Chinczykow (Chinczykow Han z Pekinu, Chifczykéw Han z potudniowych
Chin oraz mniejszosci Dai z prefektury Xishuangbanna). Jedynie trzeci z
polimorfizméw 1L6 (tj. rs1800796) analizowanych przez Tosa i wsp. okazat si¢ by¢ u
Japonczykoéw czynnikiem genetycznym predysponujacym do bliznowca [55]. Warto
jednak zauwazy¢, ze w tym badaniu z Japonii w dwoch odrebnych grupach kontrolnych
czestos¢ allelu ryzyka bliznowca (tj. -572G rs1800796) wynosita 16.5% i 17.3%, a w
dwoch odrgbnych grupach pacjentéw z bliznowcem, odpowiednio: 27.4% 1 26.5%.
Wedhtug projektu 1000 Genomow czestos¢ tego allelu rs1800796 w populacji Japonii
wynosi 17.8%, a dla Chinczykéw Han z Pekinu 28.2%, Chinczykéw Han z

poludniowych Chin  21.4%, a dla o0s6b z mniejszosci Dai 17.7%
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(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=7:22726127-
22727 127 ;v=rs1800796;vdb= va riation;vf=729516870).

Powotanie si¢ na dane z projektu 1000 Genomoéw dotyczace Chin ma szczegolne
znaczenie w konteks$cie opublikowanej w 2017 roku pracy Zhou i wsp., ktorzy
analizowali zwigzek polimorfizmu rs1800796 i rs1800795 IL6 z podatnoscig do
bliznowca u Chinczykow Han z prowincji Jiangsu potozonej w srodkowej czesci
wschodniego wybrzeza Chin [27]. W tym badaniu cze¢sto$¢ alleli -572G i -174C genu
IL6 w grupie kontrolnej wynosily, odpowiednio: 29.9% 1 35.2%, a w grupie badane;j,
odpowiednio: 35.9% i 33.3%. W badaniu Zhou i wsp. réznica w rozpowszechnieniu
polimorfizmu -572G>C byta statystycznie istotna, co potwierdzilo wczesniejsze
obserwacje Tosa 1 wsp. u Japonczykéw [55]. Zwigzek polimorfizmu rs1800796 z
predyspozycja do bliznowca w roku 2019 potwierdzili réwniez autorzy z Egiptu, ktorzy
stwierdzili, ze w tym kraju czestos¢ allelu ryzyka (-572G) wynosita az 67.5% u
pacjentow z bliznowcem, a u osob w grupie kontrolnej byla ponad 2 x mniejsza i
wynosita  26.7%. Wyniki tego ostatniego doniesienia powinny by¢ jednak
interpretowane bardzo ostroznie, gdyz w tym projekcie grupe badang stanowito jedynie
60 pacjentoéw, a grupe kontrolng tylko 30 oséb.

W odréznieniu Japonczykdéw z pracy Tosa i wsp. [55], w badanych przeze mnie w
rozprawie grupach Polakow tj. chorych z bliznowcem i zdrowych donoszonych
noworodkow stanowigcych grupe kontrolng, zmienno$¢ dotyczyta kazdego z trzech
polimorfizméw promotora IL6, co pozwolito mi nie tylko na analiz¢ zwigzku kazdego z
nich z podatnoscig do choroby, ale takze na okre§lenie nieréwnowagi sprzezenia
pomiedzy kazdg para polimorfizmdw, a przez to i1 na rekonstrukcje haplotypow 1 ocene
zwigzanego z nimi ryzyka choroby. Dodam réwniez, ze w mojej pracy zarOwno grupa

badana, jak i1 grupa kontrolna byty ztozone z 0os6b urodzonych na Pomorzu Zachodnim
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tj. bedacych potomkami oséb, ktore przybyly na te ziemie po II wojnie §wiatowe] z
niemal wszystkich regionéw dawnej II Rzeczpospolitej [101,102]. Dlatego tez
wspotczesni mieszkancy Pomorza Zachodniego sg uznawani za probg¢ reprezentatywng
dla populacji polskiej m.in. w badaniach z zakresu epidemiologii genetycznej
[103,104]. Z kolei, losowy dobdr do grupy kontrolnej noworodkow, ktore przyszty na
swiat w jednym ze szpitali w Szczecinie pozwolito dodatkowo na zminimalizowanie
ryzyka popelnienia bledu populacyjnego (ang. population bias) i btedu stratyfikacji
(ang. stratification bias)[104].

W tym miejscu nalezy zwroci¢ uwage na duze, zwigzane z pochodzeniem
etnicznym, roznice pomiedzy czestoscig polimorfizmu -572G>C (rs1800796) u
badanych przeze mnie Polakéw, a dostepnymi z powyzszych publikacji danymi
dotyczacymi rozpowszechnienia tego polimorfizmu wsrdd Japonczykow, Chinczykow i
Egipcjan [27,55,58]. W mojej pracy czestos¢ allelu -572G u chorych z bliznowcem
wynosita bowiem 89.5% 1 az 94.0% w grupie kontrolnej ztozonej z noworodkow, a
warto$ci te sg bardzo zblizone do czgstosci tego wariantu u Polakéw (94.4%)
przedstawionej przez Maculewicz i wsp. [105] oraz do jego czgstoSci w innych krajach
Europy analizowanych w projekcie 1000 Genoméw tj. w Finlandii (94.9%), w Wielkiej
Brytanii (96.2%), Hiszpanii (94.9%) i Wloszech (94.9%) oraz w populacji CEU
(95.5%) tj. u mieszkancoéw stanu Utah, ktorych przodkowie przybyli do USA z krajow
poinocnej i zachodniej Europy (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/
Population?db=core;r=7:22726127-22727127;v=rs1800796;vdb=variation;vf=
729516870).

W odréznieniu od Tosa i wsp. [55], ktorzy w przypadku polimorfizméw rs1800797
i rs1800795 genu IL6 wykrywali wsrod Japonczykdéw jedynie genotypy typu dzikiego

W swojej pracy przeprowadzilam analiz¢ oceny stopnia nierdéwnowagi sprzezen dla
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kazdej z mozliwych par polimorfizmow tj. rs1800797-rs1800796, rs1800797-rs1800795
i rs1800796-rs1800795, a nastepnie w oparciu o jej wyniki wykonatam rekonstrukcje
haplotypoéw ztozonych z trzech alleli: rs1800797-rs1800796-rs1800795.

Dla trzech analizowanych par polimorfizméw promotora IL6 stwierdzitam bardzo
Scista (niemal catkowitg) nierownowage sprzezenia dla polimorfizmu w pozycji -597
(rs1800797) i w pozycji -174 (rs1800795). Poniewaz w pi$miennictwie brak jest danych
dotyczacych nierownowagi sprzezenia tych 3 polimorfizméw IL6 u Polakéw, za

pomocg dostgpnego w Internecie darmowego narzedzia bioinformatycznego

https://Idlink.nci.nih.gov/r przeprowadzitam taka analize dla grupy osob pochodzenia
europejskiego z projektu 1000 Genomow. Wyniki mojej analizy opartej na ocenie grupy
ztozonej z 503 oséb z Finlandii, Wielkiej Brytanii, Hiszpanii 1 Wtoch oraz nalezacych
do populacji CEU potwierdzity te istotna i bardzo $cista (D' 1.0, R? 0.9717)
nierbwnowage sprze¢zenia polimorfizmoa)rs1800797-rs1800795.

Trzy dwualleliczne polimorfizmy moga maksymalnie tworzy¢ 8 haplotypdw, a
wsrod 372 haplotypow (186 o0sob x 2 haplotypy na osobg) nie stwierdzilam
wystegpowania haplotypu A-C-G. Z kolei, czestos¢ haplotypow: A-C-C (H1), G-C-C
(H4) i G-G-C (H6) byta mniejsza niz 2% i stad w dalszej analizie byly traktowane
facznie jako haplotypy rzadkie. Za haplotyp referencyjny w tych analizach przyjeto
haplotyp G-G-G (H7) o najwigkszej czestosci (52.9%). Poniewaz w dostepnym mi
piSmiennictwie nie znalaztam publikacji dotyczacych rozpowszechnienia haplotypow
rs1800797-rs1800796-rs1800795 w populacji Polski, postanowitam, analogicznie jak
miato to miejsce dla nierbwnowagi sprzgzenia, przeprowadzi¢, rOwniez przy uzyciu

narzgdzia https:/ldlink.nci.nih.gov/, taka analize dla populacji pochodzenia

europejskiego z projektu 1000 Genomow (503 osoby x 2 haplotypy =1006 haplotypow).

Sposrod 8 mozliwych haplotypow u 0sob tych wystepuja jedynie 4 haplotypy tj. A-G-C

39


https://ldlink.nci.nih.gov/r
https://ldlink.nci.nih.gov/

(40.7%), G-C-G (4.8%), G-G-C (0.8%) i G-G-G (53.7%), a ich czestosci sa bardzo
zblizone do rozpowszechnienia tych haplotypdéw w badanej przeze mnie grupie
Polakow.

W klasycznej $ciezce sygnalizacji interleukina 6 najpierw taczy si¢ z podjednostka
alfa swojego receptora (IL6Ra, gp80 lub CD126), ktora jest przezblonowym biatkiem o
masie czasteczkowej 80 kDa, a nastepnie oba te bialka razem wigza si¢ z podjednostka
beta receptora (IL6RP, gpl130 lub CDI130), przezbtonowym biatkiem o masie
czasteczkowej 130 kDa, tworzac stabilny kompleks (a wiasciwie heksamer utworzony
przez dwie czasteczki liganda, dwie podjednostki gp80 i dwie podjednostki gp130)
[106-108]. Dopiero wtedy mozliwym staje si¢ dalsze przekazanie sygnatu IL6, co
zachodzi poprzez aktywacj¢ trzech S$ciezek wewnatrzkomorkowych tj. $ciezki
JAK/STAT (JAnus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription), ktéra
reguluje ekspresj¢ kilku genéw prowadzac do indukcji réznicowania wzrostu komorek i
ich przezycia [106-109], $ciezki PI3K/AKT (Phosphoinositide-3 Kinase/Protein Kinase
B) zwigzanej z przezywalnoscig komorek [110,111] oraz S$ciezki kinazy biatkowej
aktywowanej mitogenami (MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase), ktora
uruchamia transkrypcje genéw zwiazanych z wzrostem, podziatami i roznicowaniem si¢
komorek, a takze z wytwarzaniem biatek ostrej fazy i immunoglobulin [11,112].
Ztozony z obu podjednostek blonowy receptor dla IL6 wystepuje tylko w kilku typach
komoérek m.in. w makrofagach, neutrofilach, limfocytach T CD4+, podocytach i
hepatocytach, a zatem to tylko te komorki mogg bezposrednio odpowiada¢ na
interleuking 6 [113,114]. Trans-sygnalizacja stanowi za$ alternatywe dla klasycznej
sciezki sygnalizacji IL6 1 umozliwia jej modulowanie funkcji szerokiego spektrum
komorek docelowych (m.in. komoérek nowotworowych, neuronow lub osteoklastow,

ktére nie maja receptora blonowego ztozonego z podjednostki alfa i beta [115,116]. W
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mechanizmie tym kluczowa role odgrywa sIL6R, ktéry zawiera zewnatrzkomorkowa
domeng gp80 i1 zachowuje zdolno$¢ wigzania IL6 porownywalng z btonowa forma
receptora [117-120]. Stad tez kompleks IL6/SIL6R moze wigzaé i aktywowaé
wystepujace w blonach wielu typow komorek biatko gpl130 [121-124]. U cztowieka
sIL6R powstaje poprzez proteolize katalizowang przez metaloproteazy, co jest
uznawane za podstawowy mechanizm tworzenia rozpuszczalnej formy receptora lub tez
w nastepstwie alternatywnego sktadania i translacji mRNA dla IL6R pozbawionego
domen transblonowych i1 cytozolowych [118,125-127]. W krazeniu w warunkach
fizjologicznych i to w stosunkowo wysokim stezeniu (100-400 ng/ml) wykrywana jest
réwniez rozpuszczalna forma gp130 (sgp130)[128-132]. W przeciwienstwie jednak do
sIL6R, sgp130 jest gtownie generowany przez alternatywne skladanie, a nie proteolize
[133]. Poniewaz sgp130 moze wchodzi¢ w interakcje z kompleksem IL6/sIL6R, dziata
jako swoisty inhibitor szlaku trans-sygnalizacyjnego tej cytokiny, nie wptywajac jednak
na klasyczna sygnalizacjg, w ktorej posredniczy btonowa forma receptora dla IL6
[134,135].

Przedstawione powyzej informacje wskazuja, jak ztozonymi procesami s3 obie
sciezki sygnalizacji interleukiny 6. Dodatkowym czynnikiem, ktory wywiera wpltyw
zarowno na sygnalizacj¢ klasyczna, jak 1 na trans-sygnalizacj¢, jak roéwniez
modulujagcym koncowy efekt bedacy wypadkowa aktywacji obu $ciezek sygnalizacji
jest polimorfizm rs2228145 (c.1073A>C, p.Asp358Ala) genu kodujacego podjednostke
alfa receptora dla IL6. Jak przedstawiono to juz we wstepie do rozprawy, w kilku
badaniach potwierdzono iz obecnos¢ allela ¢.1073C tego polimorfizmu byta zwigzana z
podwyzszonym stezeniem sIL6R w surowicy [67-70].

Wedlug GWAS Catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/) polimorfizm rs2228145

genu IL6R jest powigzany z reumatoidalnym zapaleniem stawow [136,137], z
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stezeniami biomarkerow w ptynie mozgowo-rdzeniowym [138] i biatka we krwi [139],
z odsetkiem monocytow [140], ze stezeniem podjednostki alfa IL6R [141] lub
stezeniem IL6 [142], z chorobami alergicznymi (astma, katar sienny i wyprysk)[143], z
zakrzepicg zylna lub st¢zeniem fibrynogenu [144], z leukocytozg i stezeniem CRP
[145], z stezeniem zelaza [146], ze stezeniem LDL [147], a takze z atopowym
zapaleniem skory [148].

Wyniki jedynej opublikowanej, jak dotad, pracy dotyczacej analizy zwigzku
polimorfizmu rs2228145 z bliznowcem przeprowadzonej przez Tosa i wsp. U
Japonczykow, wskazuja, ze polimorfizm ten nie jest czynnikiem predysponujagcym do
tej choroby [55]. Roéwniez w mojej rozprawie nie stwierdzitam, aby polimorfizm
c.1073A>C byl zwiazany z ryzykiem pojawienia si¢ bliznowca. Potwierdzenie przeze
mnie wynikow pracy autoréw japonskich ma szczegdlne znaczenie, gdyz w odrdznieniu
od 3 polimorfizméw promotora genu IL6, czgstosci polimorfizmu rs2228145 u o0sob
pochodzenia europejskiego 1 u oséb z Wschodniej Azji, w tym Japonczykéw, sa
zblizone. W doniesieniu Tosa 1 wsp. czestos¢ allela ¢.1073C IL6R wynosita 39.1% u
Japonczykoéw z bliznowcem 1 42.3% u Japonczykow stanowiagcych grupe kontrolna,
podczas gdy u Polakéw z bliznowcem 39.0%, a u polskich noworodkéw tworzacych
grup¢  kontrolng 36.5%. Z kolei dane z projektu 1000 Genomoéw
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=1:154453994
-1544 54994;v=rs2228145;vdb=variation ;vf=1577933# ) wskazuja, ze czestos¢ tego
wariantu IL6R u os6b z Wschodniej Azji wynosi $rednio 32.3% i jest najnizsza u 0séb z
mniejszosci Dai w Chinach (24.2%), a najwyzsza (37.9%) u Chinczykow Han z Pekinu.
Z kolei, wérod osob pochodzenia europejskiego najnizsza czesto$¢ allela ¢.1073C
stwierdzono u Finow (25.8%), a najwyzsza (41.2%) u mieszkancoéw Wielkiej Brytanii.

Z kolei, u Polakéw czestos¢ tego allela jest bardzo zblizona do $redniej (36.0%) z pigciu
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populacji pochodzenia europejskiego z projektu 1000 Genoméw 1 wynosita od 33.2%
do 40.1% [149-153,34].

W ostatniej czgsci tego rozdzialu nalezy jeszcze wskazaé ograniczenia badania
bedacego podstawa niniejszej rozprawy. W mojej ocenie trzy najwazniejsze z tych
ograniczen to rdéznice pomigdzy poszczegdlnymi grupami etnicznymi W
rozpowszechnieniu analizowanych wariantow | w wystepowaniu fenotypu klinicznego
jakim jest bliznowiec (szczegdtowo opisane, odpowiednio: w poprzedzajacej czesci
tego rozdzialu oraz w rozdziale ,,Wstep”), a przede wszystkim stosunkowo niewielka
liczebnos¢ grup wiaczonych do mojego projektu. Swoje analizy przeprowadzitam w
grupie 186 Polakow, w tym 86 o0sob z bliznowcem, natomiast Tosa i wsp. [55]
przeprowadzili identyfikacje genotypow polimorfizmow rs1800797, rs1800796 i
rs1800795 genu IL6 oraz rs2228145 genu IL6R u 615 Japonczykéw, w tym 376
pacjentow z bliznowcem. Réwniez Zhu i wsp. analizowali polimorfizmy rs1800796 i
rs1800795 u 470 Chinczykoéw Han, w tym 224 0so6b z rozpoznaniem bliznowca [27].
Jedynie w pracy autoréw egipskich [58], liczebnos¢ grupy (90 dorostych Egipcjan, w
tym 60 pacjentdw z bliznowcem) w ktorej badali oni polimorfizm rs1800796 IL6 byla
zdecydowanie mniejsza niz w mojej rozprawie. Przy zastosowaniu Open Epi
(www.openepi.com), bezptatnego i1 otwartego oprogramowania przeznaczonego do
analizy statystycznej, obliczytam dla polimorfizmu rs1800796 w dominujgcym modelu
dziedziczenia allela -572C minimalng wielko$¢ proby dla 80% mocy statystycznej i 5%
wspotczynnika btedu typu I (o) 1 przy zalozeniach, ze stosunek liczebnosci grupy
kontrolnej do liczebnosci grupy z bliznowcem wynosi 1.16 (100/86), a odsetki 0sob z
co najmniej jednym allelem -572C sg takie jak w mojej rozprawie tj. 12% w grupie

kontrolnej 1 18.6% w grupie kontrolnej. Przy powyzszych zalozeniach obliczony
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przedziat ufnosci dla wymaganej (minimalnej) wielko$ci proby wynidost od 918 do 983

0sOb, w tym od 425 do 455 pacjentow z bliznowcem.
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6. Whnioski
1. Analizowane pojedynczo polimorfizmy rs1800797, rs1800796 i rs1800795 genu IL6

I polimorfizm rs2228145 genu IL6R nie predysponujg do bliznowca w badanej grupie
Polakow.
2. Haplotypy rs1800797-rs1800796-rs1800795 genu IL6 nie wigzg si¢ z wyzszym

ryzykiem bliznowca w badanej grupie Polakow.
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7. Streszczenie

Bliznowiec  jest ‘tagodnym fibroproliferacyjnym przerostem  blizny,
przekraczajacym jej pierwotng granic¢ z zajeciem zdrowej skory. Jak dotad, etiologia
bliznowcow 1 patomechanizm ich powstawania nie zostaly do konca poznane.
Powstawanie bliznowca jest ztozonym procesem zaleznym od wielu czynnikéw, wérod
ktérych wymienia si¢ m.in. zaburzenia czynnos$ci uktadu immunologicznego, w tym
nadmierng aktywno$¢ Sciezki sygnalizacyjnej interleukiny 6 (IL6) oraz podatnosé

genetyczna.

Stad tez celem mojej rozprawy byla ocena zwiazku polimorfizméw rs1800797,
rs1800796 i rs1800795 promotora genu IL6 kodujacego interleuking 6 i polimorfizmu
rs2228145 genu IL6R kodujacego receptor dla interleukiny 6 z predyspozycja do

bliznowca u Polakow.

Polimorfizmy genetyczne identyfikowano metoda PCR-RFLP (warianty IL6) lub
poprzez sekwencjonowanie (polimorfizm IL6R) w probkach genomowego DNA
wyekstrahowanego z leukocytow krwi obwodowej 86 dorostych pacjentow z
bliznowcem oraz z leukocytow krwi pepowinowej 100 noworodkéw stanowigcych

grup¢ kontrolna.

Nie stwierdzono istotnych réznic w rozktadzie alleli, genotypow i haplotypoéw IL6
pomiedzy pacjentami z bliznowcem 1 noworodkami z grupy kontrolnej. Nie
stwierdzono réwniez istotnych roéznic pomigdzy obiema grupami w rozktadzie alleli i

genotypow rs2228145 IL6R.
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Whioski:

1. Polimorfizmy rs1800797, rs1800796 i rs1800795 w promotorze genu IL6 kodujacego
interleuking 6 oraz polimorfizm rs2228145 w genie IL6R kodujacym receptor IL6 nie

predysponujg do bliznowca w badanej grupie Polakow.

2. Haplotypy rs1800797-rs1800796-rs1800795 IL6 nie wigza si¢ z wyzszym ryzykiem

wystapienia bliznowca w badanej grupie Polakow.
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8. Abstract

Keloid is a benign fibroproliferative hypertrophy of the scar, that extends outside
the original wound and invades adjacent healthy skin. So far, the etiology of keloids and
the pathomechanism of their formation have not been fully understood. The formation
of the keloid is a complex process dependent on many factors, among which are e.g.
immune system disorders including overactivity of the interleukin 6 (IL6) signaling

pathway, and genetic susceptibility.

Therefore, the aim of my study was to investigate the association of rs1800797,
rs1800796 i rs1800795 polymorphisms in the promoter of IL6 gene encoding
interleukin 6 and rs2228145 polymorphism in the IL6R gene encoding IL6 receptor with

the predisposition to keloid in Polish patients.

The genetic polymorphisms were identified either by PCR-RFLP method (IL6 variants)
or by sequencing (IL6R polymorphism) in the samples of genomic DNA extracted from
peripheral blood leukocytes from 86 adult patients with keloid and from cord blood

leukocytes of 100 newborns consisting a control group

No significant differences in the distributions of I1L6 alleles, genotypes and haplotypes
were found between keloid patients and newborn controls. There were also no
significant differences between both groups in the distribution of rs2228145 IL6R

alleles and genotypes.

Conclusions:

1. The rs1800797, rs1800796 and rs1800795 polymorphisms in the promoter of IL6
gene encoding interleukin 6 and rs2228145 polymorphism in the IL6R gene encoding

IL6 receptor do not predispose to keloid in the study group of Poles.
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2. The rs1800797-rs1800796-rs1800795 IL6 haplotypes are not associated with a higher

risk of keloid in the studied group of Poles.
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